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Obiekty badań 

 Dwa kluczowe enzymy drogi zapasowej (ratunkowej) komórki: fosforylaza nukleozydów 

purynowych (PNP) i syntetaza adenylobursztynianowa (AdSS) z bakterii Helicobacter pylori 

 Hodowle bakteryjne Helicobacter pylori kilku szczepów – szczepy o zsekwencjonowanych 

genomach, izolowane od pacjentów  (26695, J99, N6)  

Metody badawcze 

  Metody inżynierii genetycznej  (klonowanie genów w układach ekspresyjnych, oczyszczanie 

rekombinowanych białek metodami chromatograficznymi) 

 Biochemiczna charakterystyka aktywności enzymów (testy specyficzności substratowej, 

wyznaczenie parametrów kinetycznych, testy podatności na inhibicję przez znane inhibitory 

enzymów z innych źródeł, wyznaczenie stałych inhibicji) 

 Dyfrakcji rentgenowskiej na kryształach w celu rozwiązania struktury przestrzennej enzymów 

z atomową rozdzielczością 

 Biofizyczne metody wyznaczania parametrów chrakteryzujących strukturę oligomeryczną 

białek w roztworze (analityczne ultrawirowanie) oraz charakteryzujących oddziaływanie 

białko-ligand (inhibitor) w roztworze, m.in. miareczkowania fluorescencyjne, izotermiczna 

kalorymetria miareczkująca (ITC), termoforeza (MST) 

 Badania wzrostu i H. pylori w hodowlach płynnych  w obecności inhibitorów enzymów PNP 

i AdSS, z wykorzystaniem licznika mikropłytek  

Cele badań 

 Określenie molekularnego mechanizmu działania wymienionych wyżej dwóch kluczowych 

enzymów drogi zapasowej (ratunkowej) komórki: PNP i AdSS  H. pylori  

 Scharakteryzowanie dynamiki  hamowania przez znane inhibitory badanych enzymów 

namnażania się kilku szczepów H. pylori, izolowanych od pacjentów.   

 W oparciu o uzyskane wyniki zaprojektowanie silnych, specyficznych inhibitorów PNP i 

AdSS z H. pylori. 

Opis problemu badawczego, jego znaczenia i ogólny plan badań 

Celem naukowym projektu jest eksperymentalna weryfikacja na poziomie komórkowym i  

molekularnym  założeń  nowatorskiego  podejścia do terapii przeciw mikroorganizmom 

chorobotwórczym pozbawionym możliwości syntezy puryn i nukleozydów purynowych de novo, 

jak np. H. pylori [7,8]. Rozwój takich mikroorganizmów uzależniony jest całkowicie od drogi 

metabolicznej zwanej drogą zapasową (ratunkową) komórki (ang. salvage pathway), jako jedynej 

umożliwiającej pozyskiwanie budulca do syntezy DNA i RNA. Zatem blokowanie tego szlaku 

powinno zahamować ich namnażanie. W ramach projektu planuje się zbadanie dwóch enzymów 

tego szlaku, fosforylazy nukleozydów purynowych (PNP) i syntetazy adenylobursztynianowej 

(AdSS) H. pylori i sprawdzenie czy hamowanie każdego z nich osobno lub obu równocześnie 

wystarczy do zablokowania rozwoju bakterii (z mocnym wskazaniem na drugie rozwiązanie czyli 

synergię wynikającą z hamowania równocześnie obu enzymów). Gdyby odpowiedź okazała się 

pozytywna, podejście takie otworzy potencjalne możliwości opracowania nowych skutecznych 

terapii przeciw mikroorganizmom pozbawionym możliwości syntezy puryn i nukleozydów 

purynowych de novo. 



Bakteria H. pylori odkryta 30 lat temu [9], kolonizująca błonę śluzową żołądka, jest 

niebezpiecznym patogenem i przyczyną poważnych problemów zdrowotnym na całym świecie 

[10]. Szacuje się, że  ponad połowa ludzkości jest zakażonych tą bakterią, a w niektórych krajach i 

niektórych grupach wiekowych odsetek zakażonych dochodzi nawet do 80% [11,12]. Należy  

jednak wspomnieć, ze w ostatnim dziesięcioleciu odsetek osób zakażonych H. pylori w krajach 

rozwiniętych uległ znacznemu obniżeniu. Infekcja H. pylori jest czynnikiem ryzyka rozwoju  

wielu chorób górnego odcinka przewodu pokarmowego, m.in. zapalenia błony śluzowej żołądka i 

dwunastnicy, choroby wrzodowej żołądka i dwunastnicy, raka żołądka i chłoniaka typu MALT 

[13], choć na szczęście tylko u około 10–20% zakażonych rozwijają się choroby związane z tą 

infekcją, w tym u 1% nowotwory. 

 Jak dotąd nie jest dostępna, ani terapeutyczna, ani profilaktyczna, szczepionka przeciw  H. pylori, 

a dotychczas stosowane różnorodne terapie jak np. potrójna czy sekwencyjna (oparte na 

zastosowaniu inhibitora pompy protonowej i przynajmniej dwóch antybiotyków) nie zawsze są 

skuteczne z powodu braku podatności na kurację niektórych pacjentów i oporności na antybiotyki 

wielu szczepów bakterii [14]. Zatem bardzo potrzebne są nowe metody terapeutyczne. Mamy 

pomysł na taką terapię, a proponowana praca doktorska jest elementem szerokiego projektu 

poświęconego badaniom podstawowym weryfikującym na poziomie molekularnym czy pomysł 

ten ma szansę na późniejszą praktyczną realizację. 

Hamowanie jednego tylko enzymu drogi zapasowej może nie być wystarczające, bowiem zgodnie 

z opisaną niedawno maszynerią enzymatyczną tego szlaku w H. pylori, dla kluczowych reakcji 

enzymatycznych istnieją połączenia alternatywne [15]. Zakładamy, że w przypadku H. pylori, 

konieczne będzie zatem równoczesne blokowanie dwóch enzymów tego szlaku: fosforylazy 

nukleozydów purynowych (PNP) i syntetazy adenylobursztynianowej (AdSS). Według [15] 

enzymy te pełnią kluczową rolę w przeżywalności komórek  H. pylori.  

Ogólny plan badań w prezentowanym  projekcie zakłada: 

 uzyskanie rekombinowanych enzymów z H. pylori: fosforylazy nukleozydów purynowych 

(PNP) i syntetazy adenylobursztynianowej (AdSS),  

 poznanie na poziomie molekularnych ich właściwości, w szczególności struktury przestrzennej i 

parametrów charakteryzujących oddziaływania z ligandami,  

 sprawdzenie, czy i w jakim stopniu można zahamować te enzymy przy użyciu znanych 

inhibitorów PNP i AdSS  innych organizmów (np. z E. coli) oraz związków z bogatej kolekcji 

partnera zagranicznego (grupa Prof. Marii Luić i współpracujące z nią grupy chemików 

organików z Instytutu im. Rudjera Boškovića w Zagrzebiu w Chorwacji),  

 sprawdzenie czy i w jakim stopniu stosując powyższe inhibitory można hamować rozwój H. 

pylori w hodowlach płynnych ,  

 zaprojektowanie na podstawie struktury przestrzennej i właściwości obu białek, silniejszych i 

bardziej specyficznych inhibitorów  

Proponowany temat pracy doktorskiej jest elementem polsko-chorwackiego projektu „Purine 

salvage pathway enzymes from Helicobacter pylori and Escherichia coli”, który realizują, od 

ponad roku, wspólnie, grupy Prof. Marii Luić z Instytutu im. Rudjera Boškovića w Zagrzebiu w 

Chorwacji, a w Polsce grupa prof. Agnieszki Bzowskiej z Wydziału Fizyki Uniwersytetu 

Warszawskiego we współpracy z grupą prof. Katarzyny Jagusztyn-Krynickiej z Wydziału Biologii 

Uniwersytetu Warszawskiego. Projekt rozwija się dynamicznie, zatem zadania doktoranta i 

szczegółowy cel Jego/Jej pracy doktorskiej zależeć będzie od momentu, w którym doktorant 

włączy się do badań. 

Badania prowadzone w Polsce mają zagwarantowane  finansowane dzięki przyznanemu właśnie 

przez NCN grantu Harmonia. Badania w Chorwacji finansuje czteroletni grant przyznany prof. 

Marii Luić przez Croatian Science Foundation jesienią 2014 roku. Niezbędna do realizacji 

projektu infrastruktura badawcza jest w całości dostępna w instytucjach partnerów.  
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